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Le malattie polmonari interstiziali sono un gruppo eterogeneo di malattie in cui si evidenziano 
profonde alterazioni della struttura del parenchima polmonare, in particolar modo della 
membrana alveolo-capillare, con accumulo vistoso di tessuto connettivo fibroso. 
La deposizione di tessuto connettivo fibroso altera sostanzialmente le caratteristiche del 
tessuto, trasformando il delicato stroma elastico del polmone in una cicatrice che può 
occupare porzioni crescenti dell’alveolo fino a determinarne la completa obliterazione. 
La coagulazione e il danno da stress ossidativo/nitrossidativo sembrano avere un ruolo chiave 
nella patogenesi delle malattie polmonari interstiziali. 
Numerosi studi hanno evidenziato attivazione della cascata coagulativa nelle polmoniti 
interstiziali fibrosanti, con evidenza di aumentata espressione di fattore tissutale (TF),  fattore 
VII (FVII) e fattore X (FX). 
Di recente è stato proposto che il FXa, la forma attiva dello zimogeno FX, a seguito del 
legame con i recettori PAR1 posti sui fibroblasti, causa l’attivazione di TGF-β, snodo centrale 
per mediare la conversione dei fibroblasti in miofibroblasti; sono proprio i miofibroblasti 
attivati a mediare la deposizione di collagene. Per quanto riguarda lo stresso ossidativo vari 
studi evidenziano l’alterazione del normale equilibrio tra sostanze ossidanti e il sistema di 
difesa antiossidante nelle malattie polmonari interstiziali. 
Le microparticelle, chiamate anche ectosomi e microvescicole, sono frammenti di membrana 
rilasciati virtualmente da tutte le cellule eucariotiche; sono presenti nel sangue periferico di 
individui sani, ma i loro livelli aumentano in pazienti con numerose malattie, tra cui malattie 
infiammatorie, autoimmuni, aterosclerosi e disordini coagulativi. 
 Le microparticelle hanno il potenziale per esercitare un'attività procoagulante sia attraverso 
l'espressione sulla loro superficie di fosfolipidi carichi negativamente, essenziali per 
l’assemblaggio del complesso della protrombinasi, che attraverso l’espressione di TF. 
Essendo le microparticelle vescicole con attività procoagulante e potendo quindi contribuire 
alla conversione del FX in FXa, il presente progetto di tesi si propone di indagare il potenziale 
ruolo delle MP nella patogenesi delle malattie polmonari interstiziali. 
Lo studio si è composto di due parti, una ex-vivo e una in-vitro.  
Nella parte ex-vivo, sono state quantificate le microparticelle esprimenti TF sulla loro 
superficie nel liquido di lavaggio bronco-alveolare di soggetti affetti da malattie polmonari 
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interstiziali di varia gravità e da soggetti affetti d’altre patologie a carico dell’apparato 
respiratorio. 
I risultati hanno evidenziato che la concentrazione di microparticelle esprimenti TF è 
significativamente aumentata nel bronco lavaggio alveolare di pazienti con malattie 
polmonari interstiziali rispetto ai controlli.  Per lo studio in-vitro è stata utilizzata una linea 
cellulare tumorale delle vie aeree, le A549. La produzione di microparticelle esprimenti TF è 
stata valutata in condizioni basali e a seguito di stimolazione con stress-ossidativo (una noxa 
notoriamente implicata nella patogenesi della fibrosi polmonare). Per quanto riguarda il 
modello in-vitro i risultati mostrano che le A549 sottoposte a stress ossidativo evidenziano un 
aumento significativo di MP esprimenti TF. 
L’aumentato livello di TF non è determinato da un aumento della trascrizione genica, visto 
che i livelli trascrizionali di mRNA del TF non sono modulati dal trattamento con stress 
ossidativo ma probabilmente da un aumento delle MP procoagulanti, potenzialmente 
responsabili dell’attivazione in situ del FX.  
I risultati ottenuti sono coerenti con le ipotesi fissate e confermano che l'epitelio delle vie 
aeree è responsabile della generazione di microparticelle esprimenti TF che partecipano alla 




CAPITOLO	  1:	  INTRODUZIONE	  
 
	  1.1	  Le	  microparticelle	  	  	  
Le microparticelle (MP) costituiscono una popolazione eterogenea di vescicole rivestite di 
membrana; possono essere rilasciate da tutti i tipi di cellule durante l’attivazione o l’apoptosi 
e comparire nel sangue e negli altri fluidi biologici. Furono identificate per la prima volta nel 
1967 da Wolf che aveva dimostrato la presenza nel plasma umano di piccoli frammenti 
derivati da piastrine. Studi successivi hanno dimostrato che questo spargimento vescicolare 
accade comunemente sia in cellule normali che tumorali, macrofagi, monociti, linfociti B e T, 
neutrofili, eritrociti, cellule endoteliali, cellule muscolari lisce vascolari e cellule epiteliali. A 
lungo considerate sottoprodotti cellulari inerti, le MP sono ora considerate elementi 
subcellulari funzionalmente attivi ben distinti da altre strutture subcellulari come gli esosomi 
e i corpi apoptotici; operano infatti in numerosi processi fisiopatologici, come la coagulazione 
del sangue e l’infiammazione. Dipendendo dal tipo di cellula da cui originano e 
probabilmente dalle condizioni per la loro generazione, le MP possono variare in dimensione, 
composizione e attività funzionale (Distler, Huber et al. 2006). 
Caratteristica delle MP è che avendo accesso al sangue, possono agire a distanza dal loro sito 
di origine. Sono presenti nel sangue periferico di individui sani, ma i loro livelli aumentano in 
pazienti con malattie infiammatorie, autoimmuni e aterosclerosi (Ardoin, Shanahan et al. 
2007). 
1.1.1	  Composizione	  delle	  MP	  
Le MP sono microvescicole di 0.05-1µm, possiedono la membrana della cellula da cui 
originano oltre ai contenuti citoplasmatici (Ardoin, Shanahan et al. 2007). Sono costituite 
prevalentemente da lipidi e proteine. La parte lipidica consiste in un doppio strato 
fosfolipidico che varia in base al tipo di cellula da cui derivano, o in base allo stimolo che le 
ha indotte (Morel, Morel et al. 2005); infatti è stato visto che la percentuale di fosfolipidi che 
compone il doppio strato varia tra individui sani e soggetti malati (Boulanger, Scoazec et al. 
2001). La membrana delle MP è carica negativamente per la presenza, sul versante esterno, di 
fosfatidilserina (PS). Generalmente in una cellula a riposo la PS è localizzata sul versante 
interno della membrana cellulare, posizione garantita dall’attività di una traslocasi di 
amminofosfolipidi. Con la vescicolazione che si ha durante la liberazione delle MP, 
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diminuisce l’azione di questo enzima che non riesce a mantenere la PS nella giusta posizione 
facendola comparire sul foglietto esterno della membrana delle MP.  
Per quanto riguarda la parte proteica, le MP presentano le proteine di superficie della cellula 
da cui provengono (Fig. 1)  
 
 
Fig. 1: Rappresentazione schematica della generazione e composizione delle MP. 
 
Le MP portano sulla loro superficie, e all’interno, una vasta gamma di molecole stimolatrici 
quali i recettori delle citochine, acido arachidonico, e DNA. 
Per il fatto che hanno una composizione lipidica e proteica assai varia, esse costituiscono una 
fonte concentrata ed eterogenea di molecole che può svolgere un ruolo nella regolazione di 
molti processi biologici (Distler, Huber et al. 2006). 
1.1.2	  Generazione	  delle	  MP	  
I meccanismi intracellulari che portano alla liberazione delle MP non sono ancora 
completamente chiariti; è certo comunque che vengono liberate dalle cellule nel corso di due 
processi distinti: l’attivazione cellulare e l’apoptosi (Fig.2). 
                  
Fig.2: Rappresentazione schematica della genesi delle MP per attivazione cellulare e apoptosi. 
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Durante l’attivazione cellulare si ritiene che si verifichi vescicolazione calcio-dipendente; si 
rileva infatti un aumento della concentrazione intracellulare di Ca2+, dovuto sia al rilascio dai 
compartimenti intracellulari che dal suo ingresso dall’ambiente extracellulare, con 
conseguente distacco della membrana plasmatica dal citoscheletro. Il distacco è causato 
dall’attivazione della calpaina, una proteasi che degrada le proteine di legame talina e α-
actinina. La via della calpaina però non può essere l’unico meccanismo calcio dipendente per 
il rilascio delle MP dal momento che la calpaina è inibita dalla calpeptina ma l’azione di 
quest’ultima non blocca anche il rilascio delle MP (Distler, Huber et al. 2006).  
Con l’attivazione cellulare, all’aumento di calcio segue un rimodellamento della membrana 
plasmatica, con modifiche che includono l’esposizione sul versante esterno della PS e la 
formazione di vescicole, ovvero MP, che portano con se proteine di superficie e componenti 
citoplasmatiche della cellula di origine. Studi in vitro sul rilascio delle MP da parte delle 
piastrine hanno mostrato che l’attivazione si verifica per azione di diversi stimoli come 
adrenalina, ADP (adenosina difosfato), trombina, collagene, calcio ionoforo (A23187), fattori 
del complemento e stress (Ardoin, Shanahan et al. 2007). 
Per quanto riguarda il loro rilascio durante l’apoptosi, questo è associato al fenomeno del 
blebbing di membrana. L’apoptosi è una forma di morte cellulare il cui fine è l’eliminazione 
di cellule non desiderate dell’organismo attraverso l’attivazione di una sequenza di eventi 
coordinati e programmati internamente alla cellula, messi in atto da una serie di prodotti 
genici specializzati. Si verifica per esempio durante lo sviluppo, come meccanismo 
omeostatico di mantenimento delle popolazioni cellulari all’interno di un tessuto, come 
meccanismo di difesa nelle reazioni immunitarie, o nell’invecchiamento. Le cellule che vanno 
incontro a questo fenomeno presentano le seguenti caratteristiche:  
• diminuzione delle dimensioni cellulari,  
• condensazione della cromatina,  
• formazione di estroflessioni superficiali (blebs) ed infine frammentazione in corpi 
apoptotici (Robbins and Grisham 1997). 
 Il rilascio delle MP sembra avvenire tardivamente nell’ apoptosi, contemporaneamente alla 
frammentazione cellulare e alla formazione dei corpi apoptotici. Il blebbing di membrana 
durante l’apoptosi dipende dall’attivazione di ROCK1, una kinasi 1 associata a Rho (Ardoin, 
Shanahan et al. 2007). Le proteine ROCK sono attivate dal legame di Rho al GTP e sono 
importanti mediatori per la riorganizzazione del citoscheletro. In esperimenti con fibroblasti 
di topo NIH3T3 e cellule epiteliali umane di tumore della mammella MCF10A la 
 9 
vescicolazione delle MP è diminuita per il blocco della ROCK 1 da parte di una piccola 
molecola inibitrice Y27632 (Distler, Huber et al. 2006). 
Probabilmente a seconda dei meccanismi con cui si formano le MP (attivazione o apoptosi), 
variano anche le dimensioni, la composizione interna e di superficie; infatti l’espressione di 
molecole di membrana sulla superficie delle MP di derivazione endoteliale varia a seconda 
che la loro formazione risulti dall’attivazione cellulare o dall’apoptosi. Non è ancora noto se 
queste differenze strutturali influenzino anche la loro funzione (Ardoin, Shanahan et al. 
2007). 
1.1.3	  Differenze	  tra	  MP	  ed	  esosomi	  
MP ed esosomi sono attualmente al centro di molte indagini e molteplici studi sono indirizzati 
a classificare e differenziare i due tipi di vescicole. Entrambe permettono, insieme al contatto 
diretto cellula-cellula e alla liberazione di mediatori, la comunicazione tra cellule; ma 
molteplici caratteristiche permettono l’ identificazione delle due tipologie di vescicole. 
Una evidente differenza è la modalità di formazione ( Fig. 3 ). 
 
 
                        
 Fig. 3: Formazione di MP (a sinistra) e di esosomi (a destra). 
 
Le MP sono rilasciate dalle cellule a seguito di attivazione cellulare o apoptosi, descritti 
precedentemente; in entrambi i processi il rilascio di MP è garantito dal citoscheletro, che 
allentandosi dalla membrana plasmatica sovrastante permette la formazione di vescicole, le 
MP appunto, che verranno riversate nello spazio extracellulare. 
Processo completamente differente invece contraddistingue la liberazione degli esosomi, essi 
originano da vescicole endocitiche formatesi dall’invaginazione della membrana plasmatica; 
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nel citoplasma si assisterà alla formazione di corpi multivescicolari (MVB), le cui membrane 
esterne, fondendosi con la membrana cellulare, permetteranno il rilascio extracellulare delle 
vescicole, gli esosomi appunto, contenute al loro interno. 
MP ed esosomi differiscono inoltre per le dimensioni: le MP sono più grandi, con diametro  
100 nm, gli esosomi invece presentano un diametro < 100 nm (Redman and Sargent 2008). 
Punto focale nella diversificazione tra MP ed esosomi è l’espressione di specifici marcatori di 
superficie. L’ esposizione della fosfatidilserina (PS), nel foglietto esterno della membrana, è 
la caratteristica specifica ed esclusiva delle MP (Sadallah, Eken et al. 2011). 
1.1.4	  La	  clereance	  delle	  MP	  	  
In contrasto con la loro formazione, molto meno noti sono i meccanismi di eliminazione delle 
MP. Sulla base dell'osservazione che le MP sono incorporate all'interno dei fagociti, la 
fagocitosi è ampiamente considerata il principale meccanismo attraverso il quale le MP sono 
eliminate in vivo. A questo proposito, Distler et al. hanno dimostrato in vitro che la co-cultura 
delle MP derivate dalle cellule T con i macrofagi ha come esito la fagocitosi delle MP. 
Analogamente, Willekens et al. (Willekens, Werre, et al. 2005) hanno dimostrato in vivo che 
le vescicole derivate dagli eritrociti sono rapidamente  assorbite dalle cellule del sistema del 
reticolo-endoteliale. La fagocitosi e l'interiorizzazione delle MP sembrano essere promossa 
dalla PS presente sulla membrana esterna delle MP, che può segnalare a recettori scavenger 
l’avviso di endocitosi/efferocitosi delle MP (Terrisse, Puech et al. 2010). L’opsonizzazione 
da IgM può anche facilitare l'associazione e l'assorbimento delle MP da parte dei macrofagi 
(Litvack, Post et al 2011). È interessante notare che evidenze emergenti suggeriscono che i 
macrofagi possono discriminare e dare priorità alla cleareance delle MP e altre vescicole 
extracellulari, sulla base di patter di glicosilazione (Bilyy, Shkandina et al. 2012) 
È stato dimostrato inoltre che le MP di origine piastrinica possono subire endocitosi da parte 
di cellule endoteliali di cervello e cellule endoteliali della vena ombelicale umana, suggerendo 
così un ruolo delle cellule endoteliali nella fagocitosi delle MP (Faille, El-Assaad et al 2011). 
A sostegno di questo, Dasgupta et al. (Dasgupta, Lee t al 2012) hanno coinvolto in tale 
processi  Del-1 (developmetal endothelial locus-1), una proteina della matrice extracellulare 
espressa dalle cellule endoteliali. L’inibizione di Del- 1 blocca l’uptake delle MP nelle cellule 
endoteliali in coltura e in topi carenti di Del-1. Inoltre, nei topi con deficit di Del-1, a seguito 
della somministrazione di endotossina, è stato rilevato un aumento più marcato di MP nel 
plasma.  
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1.1.5	  MP	  come	  biomarcatori	  	  
Numerosi lavori di ricerca si sono concentrati sul possibile ruolo delle MP come biomarcatori 
di disfunzione endoteliale, coagulazione, infiammazione e altri processi patologici. I 
biomarcatori sono definiti, attraverso caratteristiche che possono essere misurate e valutate 
obiettivamente, come indicatori di processi biologici normali, processi patogenetici o risposte 
farmacologiche dopo intervento terapeutico (Al-Ismaili, Palijan et al 2011).  
I biomarcatori sono di notevole utilità clinica per identificare patologie e valutare il rischio di 
malattia in condizioni in cui valutazioni più dirette risulterebbero troppo invasive o tropo 
costose. Inoltre, poiché la manifestazione della patologia spesso impiega anni per emergere, i 
biomarcatori possono consentire una diagnosi precoce della malattia facilitando un intervento 
terapeutico precoce. 
1.1.6	  Le	  MP	  riflettento	  lo	  stato	  della	  malattia?	  
Poiché le MP sono note per essere rilasciate in condizioni di stress/danno, sono state studiate 
come biomarcatori putativi di malattia. Come discusso sopra, i livelli di MP circolanti sono 
determinati sia dalla loro formazione sia dallo smaltimento, di conseguenza i livelli plasmatici 
non possono essere visti semplicemente come un indice della formazione delle MP, ma 
piuttosto come un equilibrio dinamico tra la formazione e l'eliminazione. Tuttavia, aumenti 
dei livelli delle MP sono stati riscontrati nei diversi stadi di varie patologie. In particolare, 
nelle malattie associate a danno vascolare, infiammazioni e danno pro-trombotico vengono 
rilevati livelli elevali di MP nel plasma. In base alle loro rispettive origini, si potrebbe 
prevedere che un aumento delle MP endoteliali rifletta un danno vascolare, che un aumento di 
MP leucocitarie possa indicare uno stato pro-infiammatorio e un aumento di MP piastriniche 
possa indicare una stato di ipercoagulabilità.. Tuttavia, vista la significativa sovrapposizione 
tra questi processi, i livelli di  MP di diversa origine possono essere elevati in molteplici 
patologie. 
I livelli plasmatici delle MP sono aumentati in malattie che coinvolgono un certo grado di 
danno vascolare. A questo proposito, diversi gruppi hanno riscontrato aumenti nei livelli 
plasmatici delle MP di origine endoteliale, piastrinica e leucocitaria in soggetti con diabete 
(Feng, Chen et al. 2010; Omoto, Nomura, et al. 2002). In particolare, un aumento delle MP di 
origine piastrinica sembra essere maggiore nei pazienti diabetici con danno d'organo rispetto a 
quelli senza danno d'organo (Omoto, Nomura et al. 1999). Nell’ipertensione polmonare, 
Amabile et al. (Amabile, Heiss et al. 2009) hanno rilevato aumenti delle MP di origine 
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endoteliali, mentre Diehl et al. (Diehl, Aleker et al. 2011) hanno riportato aumenti delle MP di 
origine endoteliale, piastrinica e leucocitaria.  
L’aumento delle MP nel plasma, in particolare MP di origine endoteliale, è spesso associato 
anche alla malattia renale cronica, dove l’aumento dello shear stress laminare è stato 
implicato nella loro formazione (Dursun, Poyrazoglu, et al. 2009). Incrementi di MP di varia 
origine sono stati riportati anche in pre-eclampsia (Gonzalez-Quintero, Jimenez et al. 2003), 
aterosclerosi (Bernal-Mizrachi, Jimenez et al. 2003), apnea del sonno (Yun, Jung et al. 2010) 
e ipertensione (Wang, Su et al. 2009). 
È importante sottolineare che l’aumento delle MP correla con misure funzionali della 
funzione endoteliale e altri biomarcatori di danno vascolare. Per esempio, Werner et al. 
(Werner, Wassmannet al. 2006) hanno riferito che i livelli MP  CD31+/annessina V+ sono 
inversamente correlati con la vasodilatazione endotelio-dipendente. Allo stesso modo, 
l'innalzamento dei livelli delle MP endoteliali sono negativamente correlati con la 
vasodilatazione flusso-mediata e positivamente correlati con la velocità dell'onda di polso e lo 
spessore carotideo dell'intima-media (Esposito, Ciotola et al. 2006). Inoltre, l’aumento dei 
livelli plasmatici delle MP piastriniche e/o endoteliali presagisce morbilità e mortalità 
cardiovascolare nell’aterosclerosi, ipertensione polmonare, malattia renale allo stadio 
terminale e scompenso cardiaco (Sinning, Losch et al. 2011). 
Infine, provvedimenti che migliorano la salute vascolare (per esempio statine e bloccanti il 
recettore dell'angiotensina) hanno dimostrato ridurre i livelli plasmatici, suggerendo che le 
MP nel plasma possano essere un indice sensibile del cambiamento del benessere vascolare 
(Nomura, Inami et al. 2009). 
L'aumento dei livelli plasmatici delle MP è stato riportato anche in malattie infiammatorie. 
Due gruppi indipendenti hanno riportato aumenti dei livelli circolanti di MP (endoteliali e 
piastrininiche) in soggetti con psoriasi, una malattia autoimmune che colpisce la pelle 
(Tamagawa-Mineoka, Katoh et al. 2010). Inoltre, Minagar et al. (Minagar, Jy et al. 2001) 
hanno rilevato che le MP endoteliali sono aumentate nei pazienti con sclerosi multipla. Le MP 
esprimenti annessina V, oltre che di origine leucocitaria e piastrinica, sono aumentate in lupus 
sistemico eritematoso, dove possono promuovere uno stato pro-trombotica (Nielsen, 
Ostergaard et al. 2012).  
È importante sottolineare che, un trattamento che migliora le condizioni di una patologia 
riduce anche le MP circolanti, perlomeno in alcune malattie infiammatorie/immunitarie. A 
questo proposito, il trattamento della sclerosi multipla con IFN (interferone)-β1a riduce i 
livelli di MP endoteliali (Sheremata, Jy et al. 2006). Analogamente, il trattamento dell’artrite 
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reumatoide con leucocitaferesi, una terapia di circolazione extracorporea tramite la quale 
vengono rimossi i leucociti pro-infiammatori, è associato con la riduzioni delle MP di origine 
piastrine (Umekita, Hidaka et al. 2009).  
Le MP possono anche fornire informazioni riguardanti lo stato trombotico di un individuo ad 
esempio, sono aumentate negli stati di ipercoagulabilità (Park, Owen et al. 2012). Al 
contrario, negli individui con sindrome di Scott, i quali hanno un difetto nell’attività pro-
coagulante, i livelli di MP sono diminuiti (Satta, Toti et al. 1997). È importante evidenziare, 
che l’aumento delle MP circolante di varia origine correla con gli indici della coagulazione. 
Van Beers et al. hanno riportato che le MP di origine eritrocitaria sono aumentate in 
associazione con la generazione di trombina e livelli del Fattore Von Willebrand (Van Beers, 
Schaapet al. 2009). L’aumento dei livelli plasmatici di MP di varia origine è stato proposto 
come predittore di trombosi venosa profonda, anche se ciò non è stato definitivamente 
stabilito sperimentalmente (Ye, Ye et al. 2011). 
Ad oggi, non è stata data una risposta alla questione se la terapia antitrombotica abbia qualche 
impatto sui livelli plasmatici di MP in condizioni di ipercoagulabilità. In uno studio sulla 
fibrillazione atriale è stato riferito che il trattamento con aspirina e/o warfarin non ha avuto 
effetto sui livelli di MP di origine piastrinica (Choudhury, Chunget al. 2007); tuttavia non è 
chiaro se la terapia antitrombotica possa avere un effetto sui livelli di MP negli stati più gravi 
di ipercoagulabilità. 
Infine, l'innalzamento di specifiche popolazioni di MP possono essere indicativi di squilibri 
ormonali. Ad esempio, l'innalzamento dei livelli di MP di origine piastrinica sono stati 
riportati in donne con sindrome dell’ovaio policistico dove correlano con testosterone nel 
siero (Koiou, Tziomaloset al. 2011). Nelle donne in menopausa, il numero di piastrine, cellule 
endoteliali, monociti, granulociti e MP totali aumentano al diminuire dei livelli di estrogeni e 
possono essere influenzati dai triacilgliceroli (trigliceridi) e dalla pressione arteriosa 
(Jayachandran, Litwiller et al. 2009). Paradossalmente, la terapia ormonale sostitutiva nelle 
donne in post-menopausa può anche aumentare la formazione delle MP piastriniche (Rank, 
Nieuwlandet al. 2012). Le MP derivate da carcinomi ovarici possono essere trovati nell’ascite, 
anche se ciò avviene soltanto negli stadi avanzati della malattia (). Infine, le MP contenute 
nelle urine possono riflettere la presenza di cancro alla vescica (Smalley, Sheman et al. 2008). 
L'osservazione che le MP possono essere trovate nelle urine suggerisce un potenziale ruolo 
come biomarcatori di danno renale; tuttavia ad oggi, c’è una scarsità di informazioni in questo 
settore. In sintesi, i dati pubblicati fin ad ora suggeriscono che i livelli di MP sono elevati in 
condizioni patologiche e che questo innalzamento può essere associato con la gravità della 
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malattia. Tuttavia, non è chiara la specificità delle singole popolazioni di MP per definite 
condizioni patologiche. 
Pertanto, l’aumento delle MP circolanti sembra identificare un generalizzato stato di 
stress/danno, piuttosto che uno stato patologico specifico. Tuttavia, le MP possono essere utili 
per determinare la condizione di alcuni tessuti, in particolare del sistema vascolare in cui un 
danno può provocare infiammazioni, coagulazioni e lesioni endoteliali. Inoltre, 
l’innalzamento dei livelli di MP sembra avere un'utilità nel predire il futuro rischio di 
determinate patologie, che può essere di notevole utilità clinica. Pertanto, anche se la 
comprensione del ruolo delle MP nelle varie patologie è ben lungi dall'essere completo, le MP 
si ripromettono di diventare nuovi biomarcatori di stato della malattia. 
 
1.2	  La	  membrana	  alveolo-­‐capillare	  
La membrana alveolo-capillare rappresenta l’unità funzionale del polmone, essa rappresenta 
la zona in cui si svolgono gli scambi gassosi di CO2 e O2 . 
Gli alveoli, circa 300 milioni nell’adulto, sono quasi completamente avvolti dai capillari 
polmonari. I capillari polmonari a loro volta, sono 280 miliardi , o circa mille capillari per 
ogni alveolo. Il risultato di questo eccezionale numero di alveoli e di vasi capillari è una vasta 
area di contatto tra sangue e gas: probabilmente dai 50 ai 100 metri quadrati di superficie sono 
disponibili per lo scambio gassoso. Gli alveoli hanno un diametro di circa 250 µm (Levitzky).  
 
 
Fig. 4: Rappresentazione schematica dell’unità funzionale alveolo-capillare. 
 
La membrana alveolo capillare ha uno spessore medio di circa 0,5 µm ed è formata dai 
seguenti strati, partendo dall’alveolo per arrivare al polmone (Fig.4): 
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• uno strato liquido che riveste l’alveolo, in cui è presente il fattore surfattante; 
• l’ epitelio alveolare, costituito da un sottile strato di cellule piatte, nell’epitelio 
alveolare si distinguono pneumociti di I e II tipo; 
• la membrana basale dell’ epitelio; 
• uno spazio interstiziale, molto ridotto, tra parete del capillare ed epitelio alveolare; 
• la membrana basale del capillare, la quale in varie zone si fonde con la membrana 
dell’epitelio; 
• l’ endotelio capillare. 
I capillari sono situati nell’interstizio polmonare e ricoprono a rete gli alveoli (Conti). 
Gli scambi gassosi avvengono per semplice diffusione, cioè il passaggio di gas attraverso la 
superficie di scambio è legato a fattori puramente fisici e avviene per un processo che non 
richiede alcuna attività metabolica da parte delle cellule epiteliali e/o endoteliali. La fonte d’ 
energia per la diffusione è costituita  dall’energia cinetica delle molecole, esse infatti sono 
costantemente in movimento. Se la pressione parziale di un determinato gas è maggiore in una 
regione piuttosto che in un’ altra, il risultato dei movimenti di tutte le  molecole è che esse si 
spostano dai punti in cui la pressione è maggiore ai punti in cui questa è minore, sino 
all’equilibrio. Il movimento dei gas attraverso la membrana alveolo-capillare è regolato dalla 
legge di Fick; secondo tale legge le quantità di O2 e CO2 trasferite nell’unità di tempo 
rispettivamente dall’alveolo al sangue e viceversa sono influenzate dal gradiente delle 
pressioni parziali dei gas negli alveoli e nel sangue capillare, dallo spessore della membrana 
alveolo-capillare, dall’estensione della superficie di scambio e dal coefficiente di diffusione 
dei gas; altri fattori importanti sono inoltre il tempo di contatto o permanenza del sangue sulla 
superficie di contatto e il volume di sangue esposto sulla superficie di scambio (Conti). 
1.2.1	  Malattie	  interstiziali	  del	  polmone	  
La caratteristica comune delle malattie interstiziali del polmone è l’alterazione della struttura 
del parenchima polmonare ed in particolar modo della membrana alveolo-capillare, con un 
accumulo vistoso di tessuto connettivo fibroso. 
L’interstizio alveolare è preposto a quattro funzioni principalmente: 
• provvedere al sostegno strutturale per le cellule della parete alveolare cooperando a 
definire l’architettura degli spazi alveolari;  
• svolgere un ruolo meccanico delle basse vie durante la respirazione, assicurato dalle 
membrane basali, dalla matrice dei tessuto connettivo e dalle cellule mesenchimali; 
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• modulare il passaggio dei fluidi e dei soluti tra la superfici epiteliale ed endoteliale, 
costituendo una porzione di tessuto - barriera tra sangue e aria; 
• contribuire alla difesa delle basse vie respiratorie sia come barriera meccanica sia per 
l’insieme di cellule infiammatorie normalmente presenti all'interno dell'interstizio. 
In genere le malattie interstiziali iniziano con un processo infiammatorio acuto delle piccole 
vie respiratorie, con accumulo di un essudato infiammatorio ricco di neutrofili, macrofagi e 
linfociti all’interno delle pareti e del lume alveolare. La migrazione di queste cellule 
all’interno dell’interstizio del polmone rappresenta l’inizio della fase di danno permanente 
sotto lo stimolo di mediatori prodotti dai macrofagi alveolari, dalle cellule endoteliali, dai 
fibroblasti e dalle cellule epiteliali. I mediatori responsabili di questo fenomeno sono il 
leucotriene B4, l’interleuchina-8 ed il C5a per i neutrofili, il C5a, i fibrinopeptidi e la proteina 
MCP-1 per i monociti, l’interleuchina-1 per i linfociti. La presenza di antigeni tissutali da 
parte dei macrofagi e delle cellule dendritiche innesca anche una risposta autoimmune capace 
di contribuire al mantenimento del processo infiammatorio. 
Una volta che la fase acuta del processo è terminata, l’innesco dei processi di riparazione, 
sotto il controllo d mediatori e fattori di crescita quali PDGF, TGF-β, fibronectina, 
fibrinopeptidi, determina l’organizzazione dell’essudato e quindi la deposizione di tessuto 
connettivo fibroso che altera le caratteristiche del tessuto, trasformando il delicato stroma 
elastico del polmone in una cicatrice che può occupare porzioni crescenti dell’alveolo fino a 
determinarne l’obliterazione. 
Le alterazioni tipiche delle malattie interstiziali del polmone sono la riduzione della capacità 
totale del polmone, della capacità vitale, della diffusione dei gas attraverso la membrana 
alveolo-capillare ed una riduzione della compliance polmonare (Pontieri). 
1.2.2	  Le	  patologie	  interstiziali	  del	  polmone	  
Le patologie interstiziali del polmone (ILD) sono un gruppo di malattie che hanno come 
risultato un danno del parenchima polmonare, causato dalla combinazione di processi 
infiammatori e fibrotici (American Thoracic Society/European Respiratory Society 2002). Un 
gran numero di ILD sono di  causa sconosciuta e sono chiamate polmoniti interstiziali 
idiopatiche  (IIP); la forma più frequente di IIP, chiamata fibrosi polmonare idiopatica (IPF), 
è associata ad una caratteristica istopatologica e/o un pattern radiologico denominato 
polmonite interstiziale usuale (usual interstitial pneumonia, UIP). L’IPF è associata ad una 
prognosi infausta, con una sopravvivenza mediana  dal momento della diagnosi di 2-3 anni 
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(Raghu, Collard et al. 2011). Ad oggi nessun intervento terapeutico ha dimostrato un 
aumento del tempo di sopravvivenza, in studi clinici randomizzato controllati. 
La fibrosi polmonare secondaria può essere dovuta a diverse cause note; le più comuni sono le 
pneumoconiosi, cioè le malattie dovute all'inalazione di polveri inorganiche, come la silicosi e 
l'asbestosi ma si possono presentare anche in seguito ad alveoliti allergiche estrinseche,  
causate dall'inalazione di polveri organiche, come nel caso del polmone del fattore, o 
dell'allevatore di colombi o di uccelli. Un'altra possibile causa di fibrosi polmonare secondaria 
è l'inalazione di diverse sostanze tossiche quali l'acido cloridrico, l'acido solforico, vapori di 
solfato di rame e il diserbante paracquat; anche la somministrazione di determinati farmaci, 
specialmente farmaci antiartimici (amiodarone), citostatici e diversi antibiotici, può causare 
una fibrosi polmonare secondaria in soggetti predisposti. Esistono anche altre cause meno 
frequenti, quali le infezioni e l'edema polmonare cronico oppure l'irradiazione polmonare, 
accidentale o in seguito a terapia.  
Nella fibrosi polmonare (PF) i macrofagi alveolari aumentano di numero e liberano fattori di 
crescita per i fibroblasti quali: fibronectina, fattore di crescita di derivazione piastrinica tipo 
beta, fattore di crescita insulino simile, IL-8 o fattore chemiotattico per i polimorfonucleati 
(PMN). I PMN a loro volta, attivati, liberano radicali ossidanti con azione citotossica sui 
pneumociti di tipo I con conseguente ulteriore richiamo macrofagico e deposizione di fibre di 
collagene nell'interstizio; tutto ciò si traduce in una perdita considerevole delle unità 
respiratorie polmonari. 
La proprietà elastica dei polmoni, che normalmente ne permette la distensione e il ritorno, è 
notevolmente compromessa; in questo modo si riduce la differenza tra il volume d'aria che i 
polmoni possono contenere durante l'inspirazione massima, cioè quello che riempie gli alveoli 
dopo una profonda inspirazione, e il volume d'aria che residua nei polmoni alla fine 
dell'espirazione, che risulta superiore alla norma, pertanto, la perdita di elasticità riduce la 
capacità respiratoria. L’ispessimento delle pareti alveolari, inoltre, rende difficili gli scambi 
gassosi tra l'aria alveolare e il sangue capillare. A causa della riduzione della capacità 
respiratoria e della riduzione degli scambi gassosi, diminuisce anche la quantità di ossigeno 
che arriva al sangue mentre viene trattenuta anidride carbonica; si sviluppa così 
un'insufficienza respiratoria . 
1.2.3	  Stress	  ossidativo	  nelle	  malattie	  interstiziali	  polmonari	  	  
A causa della loro anatomia, localizzazione e funzione, i polmoni sono molto suscettibili al 
danno da stress ossidativo/nitrossidativo. Lo stress ossidativo/nitrossidativo è una condizione 
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patologica che si verifica quando si altera il normale equilibrio tra sostanze ossidanti e sistema 
di difesa antiossidante. Gli agenti ossidanti possono essere di derivazione endogena (prodotti 
da tutte le cellule nella catena respiratoria mitocondriale o dalle cellule infiammatorie durante 
processi infiammatori acuti e cronici attraverso l’isoforma fagocitica di NADPH ossidasi) o di 
derivazione esogena (fumo di sigaretta, tossine esogene, agenti inquinanti, radiazioni, farmaci, 
iperossia etc).  
Le specie reattive dell'ossigeno sono classificate  come ROS, da Reacting Oxygen Species, e 
allo stesso modo, le specie reattive dell'azoto possono essere nominate come RNS, Reacting 
Nitrogen Species.  
Livelli normali di ROS e RNS sono importanti per modulare funzioni cellulari come 
l’apoptosi, l’espressione genica, la trasduzione del segnale e le difese contro agenti patogeni.  
Livelli elevati di ROS e RNS (stress ossidativo/nitrosattivo) provocano danni a proteine, 
lipidi, carboidrati e acidi nucleici, che sono le principali componenti cellulari (Kinnula, 
Fattman et al. 2005; Bargagli, Olivieri et al. 2009). 
Vari studi evidenziano l’alterazione del normale equilibrio tra sostanze ossidanti e il sistema 
di difesa antiossidante nelle malattie interstiziali polmonari.  
Nel lavaggio bronco-alveolare (BAL) di pazienti con IPF le cellule infiammatorie producono 
livelli più elevati di sostanze ossidanti (superossido e perossido di idrogeno) rispetto a quelle 
dei controlli (Cantin, North et al. 1987); nel sovranatante inoltre sono presenti livelli 
aumentati di mieloperossidasi rispetto ai controlli. Le cellule infiammatorie e il sovrarnatante 
del BAL hanno un effetto citotossico sinergico sulle cellule epiteliali polmonari; questo 
evidenzia come le sostanze ossidanti possono svolgere un ruolo importante nel danno delle 
cellule epiteliali (Cantin, North et al. 1987), che è uno dei meccanismi chiave nella patogenesi 
della fibrosi polmonare idiopatica secondo l’ipotesi del “danno epiteliale e alterata 
riparazione”. Nei pazienti con IPF inoltre non solo le cellule infiammatorie ma anche cellule 
strutturali, in particolare i miofibroblasti attivati, producono significative quantità di ROS in 
grado di indurre danno/apoptosi delle adiacenti cellule epiteliali (Waghray, Cui et al. 2005).  
Sempre i pazienti con IPF hanno rispetto ai controlli: livelli più elevati di 8-isoprostano (un 
biomarcatore di stress ossidativo) nel BAL e nel condensato, elevati livelli di NO nell’esalato, 
aumentata espressione di iNOS in biopsie polmonari (Montuschi, Ciabattoni et al. 1998; 
Lakari, Paakko et al. 2000; Kharitonov and Barnes 2001; Psathakis, Mermigkis et al. 2006). 
Nei pazienti con sclerosi sistemica è stato dimostrato un aumento dei livelli sierici di 8-
isoprostano che correlano negativamente con la funzione polmonare (capacità vitale e 
diffusione alveolo capillare del monossido di carbonio) (Ogawa, Shimizu et al. 2006). Nel 
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BAL di pazienti con sarcoidosi, fibrosi polmonare associata a sclerosi sistemica, fibrosi 
polmonare idiopatica, polmonite eosinofilica cronica e alveolite allergica estrinseca sono state 
evidenziate concentrazioni elevate di proteine carbonilate (un biomarcatore di stress 
ossidativo) rispetto ai controlli (Bargagli, Penza et al. 2007). 
Il ruolo dello stress ossidativo nella patogenesi della fibrosi polmonare è inoltre evidenziato 
dai livelli alterati di antiossidanti. Ad esempio, i pazienti con IPF hanno livelli di glutatione 
nelle cellule del BAL inferiori rispetto ai controlli e la somministrazione di N-acetilcisteina 
stimola la sintesi di glutatione (Behr, Degenkolb et al. 2002). Gli studi di immunoistochimica 
dimostrano espressione di superossidodismutasi extracellulare (ECSOD), perossiredoxina, 
tioredoxina nelle aree in rigenerazione dell’epitelio alveolare, e livelli bassi o adirittura assenti 
di tali enzimi antiossidanti nelle aree fibrotiche e nei foci fibroblastici (Tiitto, Kaarteenaho-
Wiik et al. 2003; Kinnula, Hodgson et al. 2006; Vuorinen, Ohlmeier et al. 2008).  Per quanto 
riguarda altre patologie interstiziali diffuse, vari studi evidenziano livelli elevati di enzimi 
antiossidanti (catalasi, Mn-SOD, tioredoxina, glutatione perossidasi) (Lakari, Paakko et al. 
2000; Tiitto, Kaarteenaho-Wiik et al. 2003) probabilmente allo scopo di compensare 
l’aumentato stress ossidativo a livello polmonare. 
1.2.4	  Coagulazione	  nelle	  malattie	  interstiziali	  polmonari	  
Vari studi hanno evidenziato attivazione della cascata della coagulazione nelle polmoniti 
interstiziali fibrosanti, con evidenza di aumentata espressione del TF nella IPF, nella 
sarcoidosi, nella interstiziopatia associata a sclerosi sistemica e nella polmonite da 
ipersensibilità di aumentata espressione del FVII nella sarcoidosi, nella IPF e nella polmonite 
da ipersensibilità; di aumentata espressione del FX nella IPF (Scotton, Krupiczojc et al. 2009) 
e di aumentata espressione di trombina nella fibrosi polmonare associata a sclerosi sistemica. 
L’epitelio alveolare sembrerebbe avere un ruolo centrale nella produzione dei fattori della 
coagulazione: infatti è stato dimostrato che sia il TF che il FVII che il FX sono altamente 
espressi sulle cellule epiteliali sovrastanti i foci fibroblastici (Scotton, Krupiczojc et al. 2009). 
Tutte queste osservazioni, insieme a vari studi che hanno evidenziato come l’interferenza con 
la cascata della coagulazione sia efficace nel bloccare la fibrosi polmonare indotta 
sperimentalmente, hanno portato all’ipotesi che la cascata della coagulazione possa 
influenzare lo sviluppo della fibrosi polmonare nell’uomo (Yasui, Gabazza et al. 2001).  
Un contributo alla comprensione dei meccanismi attraverso cui le proteasi della coagulazione 
influiscono sulla fibrosi polmonare è derivato dalla scoperta che alcune di queste proteasi, 
oltre ad avere i noti effetti sull’attivazione di altre proteasi a valle della cascata della 
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coagulazione, fino alla conversione del fibrinogeno in fibrina, agiscono anche sui cosiddetti 
recettori attivati da proteasi (PAR). I PAR sono recettori con sette domini transmenbrana 
accoppiati a proteine G la cui attivazione dipende dallo smascheramento di un ligando 
mediante proteolisi. La famiglia PAR comprende 4 membri (PAR 1, 2, 3, 4) e le proteinasi 
della coagulazione possono attivare tutti e 4 i membri della famiglia.  
La trombina è il principale attivatore di PAR 1, 3 e 4, mentre il fattore Xa, sia da solo che 
come parte del complesso TF/FVIIa/Fxa, attiva sia PAR 1 che PAR 2. 
I recettori PAR hanno un ruolo centrale nel mediare gli effetti cellulari delle proteinasi della 
coagulazione: non solo l’attivazione delle piastrine, ma anche risposte mitogeniche, pro-
infiammatorie e profibrotiche (Chambers and Scotton 2012). È stato dimostrato che la 
mancanza di PAR 1 in animali di laboratorio geneticamente modificati è protettiva verso 
l’infiammazione e la fibrosi indotta da bleomicina (Mercer, Johns et al. 2009). 
1.2.5	  N-­‐acetilcisteina	  
L’ N-acetilcisteina (o acetilcisteina o NAC) è un derivato N-acetilato dell’aminoacido cisteina 
(Fig. 5).  
 
Fig. 5: struttura chimica della NAC. 
 
Essa presenta attività mucolitica ed antiossidante. L'attività mucolitica della NAC è dovuta, 
alla sua capacità di ridurre i ponti disolfuro tipici delle proteine presenti nel muco 
(mucoproteine); l’azione antiossidante della NAC è invece determina da due caratteristiche 
strutturali dell’ acetilcisteina, da un lato   dalla sua capacità di rigenerare le scorte di 
glutatione a livello epatico in quanto  la cisteina, di cui la NAC è sostanzialmente una forma 
di rilascio, è uno dei precursori del glutatione, ma anche perché la NAC esercita azione 
antiossidante diretta essendo dotata di un gruppo tiolico libero (-SH) nucleofilo in grado di 
interagire direttamente con i gruppi elettrofili dei radicali ossidanti. 
La struttura della NAC le consente di attraversare facilmente le membrane cellulari; 
all’interno della cellula, la NAC viene deacetilata e si rende così disponibile L-cisteina, 
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aminoacido indispensabile per la sintesi del glutatione (GSH). Il GSH è un tripeptide 
altamente reattivo, diffuso ubiquitariamente nei vari tessuti degli organismi animali, 
essenziale per il mantenimento della capacità funzionale e dell’integrità morfologica cellulare, 
in quanto rappresenta il più importante meccanismo di difesa intracellulare verso radicali 
ossidanti, sia esogeni che endogeni, e verso numerose sostanze citotossiche (Howland and 
Mycek 2007) . 
La NAC svolge un ruolo di primaria importanza per il mantenimento degli idonei livelli di 
GSH, contribuendo alla protezione cellulare verso agenti lesivi che, attraverso il progressivo 
depauperamento di GSH, esprimerebbero integralmente la loro azione citotossica, come 
nell’avvelenamento da paracetamolo. 
Recenti studi hanno dimostrato quanto la NAC sia efficace anche nel trattamento delle fibrosi 
polmonari, riuscendo a modificare in misura significativa i parametri della funzione 
respiratoria e rallentando di fatto il declino della malattia. 
Nelle fibrosi polmonari infatti la NAC interviene soprattutto nel ripristinare gli  squilibrio 
esistenti tra i radicali ossidanti ed i sistemi fisiologici anti-ossidanti, le osservazioni 
sperimentali e i risultati degli studi clinici suggeriscono infatti che uno squilibrio fra i sistemi 
fisiologici antiossidanti e le sostanze ossidanti (radicali liberi) contribuiscano in misura 
significativa, sia alla patogenesi della fibrosi polmonare che alla sua progressione; da qui 
l’ipotesi che, inducendo un aumento della biosintesi di glutatione grazie alla 
somministrazione di NAC sia possibile migliorare il decorso clinico dei pazienti affetti da 
questa grave malattia (Behr, Degenkolb et al. 2002). Recenti studi clinici indicano come la 
posologia della NAC sia un elemento chiave affinchè il farmaco svolga un’azione 




CAPITOLO	  2:	  SCOPO	  DELLA	  TESI	  
 
Lo scopo del lavoro è stato quello di valutare la presenza di MP, che espongono sulla loro 
membrana TF funzionalmente attivo, nel BAL di pazienti affetti da fibrosi polmonare e in un 
modello cellulare in-vitro. 
Per il modello ex-vivo lo scopo è stato quello di valutare se le MP intervengano nella 
patogenesi delle malattie interstiziali del polmone in modo da poterle identificare come un 
possibile nuovo biomarcatore. 
Per il modello in-vitro lo scopo è stato quello di valutare quanto lo stress ossidativo 
intervenga nel rilascio di MP e quanto la NAC inibisca tale rilascio. 
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CAPITOLO	  3:	  PAZIENTI,	  MATERIALI	  E	  METODI	  
3.1	  I	  pazienti	  
 Lo studio ha incluso 19 pazienti con PF diagnosticati tra dicembre 2010 e settembre 2012 e 
durante i mesi di gennaio e febbraio 2014 e 11 soggetti di controllo, sottoposti a BAL di 
routine per motivi diversi da PF. Le diagnosi definitive di quest'ultimi sono state: polmonite 
(n = 4), bronchiectasie (n = 3), emottisi senza necessità di ulteriore caratterizzazione (n = 2), 
insufficienza ventricolare sinistra cronica (n = 1), linfoadenopatia mediastinica reattiva (n = 
1). Tutti i pazienti hanno dato il loro consenso scritto alla procedura. La diagnosi di PF è stata 
realizzata in base alle manifestazioni cliniche e alla presenza di segni di fibrosi visualizzati 
mediante tomografia computerizzata alta risoluzione (HRCT): opacità reticolare e/o 
bronchicatsie e/o trazione alveolare. Un paziente presentava asbestosi, un paziente PF in 
sclerodermia, un paziente PF in polimialgia, un paziente con polmonite da ipersensibilità 
cronica e 15 pazienti avevano IIP. Tra i pazienti con IIP, 8 pazienti avevano un HRCT che 
mostrava un pattern UIP diagnostico per IPF e 7 pazienti avevano un HRCT con segni di 
fibrosi ma senza honeycombing, definito come possibile modello UIP dal comunicato 
ufficiale ATS/ERS/JRS/ALT (Raghu, Collard et al. 2011). I 7 pazienti con un modello CT di 
possibili UIP non hanno dato il loro consenso a biopsia polmonare, necessario per fare una 
diagnosi definitiva e abbiamo indicato questi pazienti come IIP indeterminato. La tabella 1 
descrive le caratteristiche dei pazienti. Tutti i pazienti sono stati sottoposti a prove di 
funzionalità respiratoria al momento della diagnosi. I test sono stati eseguiti secondo le attuali 
linee guida (Miller, Crapo et al. 2005) utilizzando un pletismografo serie Elite (Medical 
Graphics, St Paul, Minnesota, USA). 
 
3.2	  Materiali	  	  
3.2.1	  Terreni	  di	  coltura	  e	  supplementi	  	  
Il terreno di coltura RPMI-1640, la penicillina, la streptomicina, la glutammina, la tripsina, il 
siero fetale bovino (FBS) il tampone fosfato salino (PBS), il Trypan blue, il cloruro di calcio 
(CaCl2)e il dimetilsolfossido (DMSO) sono stati acquistati presso la SIGMA-Aldrich s.r.l. 
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Milano, Italia. La soluzione fisiologia è stata fornita dai magazzini dell’Ospedale di Cisanello, 
Pisa. 
3.2.2	  Materiali	  per	  i	  trattamenti	  	  
La N-acetilcisteina (NAC) e l’ idrossido di sodio (NaOH) sono stati acquistati presso la 
SIGMA- Aldrich s.r.l. Milano, Italia. L’ acqua ossigenata (H2O2) è stata fornita dai magazzini 
dell’ Ospedale di Cisanello, Pisa. 
3.2.3	  Kit	  per	  la	  protrombinasi	  	  
Lo ZYMUPHEN MP-Activity è un test funzionale utilizzato per la misura dell’attività 
procoagulante delle microparticelle; è stato acquistato dalla HYPHEN BioMed Neuville-Sur-
Oise Francia.  
3.2.4	  Kit	  per	  l’estrazione	  dell’RNA	  
L’ RNeasy Mini Kit è stato acquistato da Qiagen, Milano, Italia 
3.2.5	  Kit	  per	  la	  retrotrascrizione	  
L’Iscript cDNA synthesis kit  sono stati acquistati da BIO-RAD California, CA (USA). 
3.2.6	  Primers	  e	  reagenti	  per	  Real-­‐Time	  PCR	  
La sequenza dei primers per Real-time PCR: 
TF: 
TF F: TTG GCA AGG ACT TAA TTT ATA CAC ; 
TF R: CTG TTC GGG AGG GAA TCA C ; 
RPL 11: 
RPL 11 F: ACT TCG CAT CCG CAA ACT CT ;  
RPL 11 R: TGT GAG CTG CTC CAA CAC CTT ; 
RPL 13: 
RPL 13 F: CCT GGA GGA GAA GAG GAA AGA GA ; 
RPL 13 R: TTG AGG ACC TCT GTG TAT TTG TCA A ; 
HPRT: 
HPRT F: AGA CTT TGC TTT CCT TGG TCA GG ; 
HPRT R: GTC TGG CTT ATA TCC AAC ACT TCG ; 
 25 
3.2.7	  Modelli	  sperimentali	  
3.2.7.1	  Lavaggio	  bronco-­‐alveolare	  
Il BAL è un’indagine endoscopica dell’albero tracheo-bronchiale che consiste 
nell’installazione attraverso broncoscopio di una piccola quantità di soluzione fisiologica (100 
cc) nei bronchi, che viene poi recuperata, con un’aspirazione gentile per evitare il collasso dei 
bronchi, e analizzata. Il BAL raccoglie cellule e secrezioni bronchiali che danno informazioni 
utili ai fini diagnostici. Il materiale viene infatti analizzato per la ricerca di microrganismi, in 
corso di sospetta patologia infettiva, o di alterazioni della composizione cellulare (percentuale 
di neutrofili, eosinofili, linfociti e macrofagi) soprattutto in corso di interstiziopatia 
polmonare. La metodica richiede una precisa tecnica di esecuzione e deve essere sottoposta ad 
un controllo qualitativo (analisi di adeguatezza con meno del 5% di cellule bronchiali o delle 
alte vie respiratorie). 
Il BAL ci è stato gentilmente fornito dal “Dipartimento Cardiotoracico e Vascolare” dell’ 
Ospedale Cisanello, Pisa. 
3.2.7.2	  A549	  
Le A549 sono una linea cellulare neoplastiche di origine alveolare in coltura continua ottenute da 
un paziente affetto da carcinoma bronchiolo-alveolare. Sebbene si tratti di cellule maligne, e 
come tali non direttamente equiparabili a cellule umane normali, esse hanno la caratteristica di 
essere le uniche cellule in coltura che mantengono un fenotipo alveolare umano.  
Tale linea è stata gentilmente fornita dal Dott. Romano Danesi, Dipartimento di Farmacologia 
dell'Università di Pisa. pazienti 
 
3.3	  Metodi	  
3.3.1	  Le	  colture	  cellulari:	  A549	  
Le cellule sono state coltivate in fiasche da 25 cm2, successivamente incubate a 37 °C con il 
95% di umidità e il 5% di anidride carbonica. La manipolazione delle colture cellulari è stata 
condotta in condizioni di sterilità mediante l'impiego di una cappa a flusso laminare. il terreno di 
coltura delle A549 ( RPMI 1640, 10% siero fetale bovino, 1% penicillina/streptomicina, 1% 
L-Glutammina), è stato cambiato ogni 48-72 ore. Raggiunto l’80% di confluenza le cellule 
sono state sottoposte a serie di passaggi per la propagazione. A tale scopo il terreno è stato 
aspirato dalla fiasca e le cellule lavate con PBS 1x per rimuovere ogni traccia di siero o fattori 
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che possano inibire l'azione della tripsina. Successivamente le cellule sono state staccate dalla 
piastra mediante aggiunta di Tripsina 0.25% e poste in incubatore per 3-5 minuti. La tripsina 
veniva quindi inibita dall’aggiunta di terreno contenente siero (o inibitore specifico della 
tripsina per le cellule coltivate in assenza di siero). Le cellulle successivamente sono state 
centrifugate per sette minuti a 400xg e risospese in 1 mL di terreno di coltura. Al fine di mantenere 
una riserva sempre disponibile, le cellule sono state risospese in un appropriato mezzo di 
congelamento (terreno di coltura specifico e 10% DMSO), preparate aliquote da 106 cellule/ml che 
sono state congelate progressivamente fino a -80°C ed infine trasferite  in azoto liquido. 
Le cellule utilizzate negli esperimenti venivano piastrate in pozzetti a densità variabile da 
50000/60000 cellule/pozzetto, o su piastre petri a densità variabile da 600000/650000 
cellule/piastra, dopo essere state staccate dalle T25 con procedura analoghe a quelle descritte. 
3.3.2	  Trattamento	  cellulare	  	   	  
Una volta raggiunto l’80% di confluenza è stato rimosso il terreno dalle cellule A549 e trattate 
con i diversi stimoli; RPMI come controllo basale, H2O2 (100 µM), H2O2 (100 µM) in 
combinazione con NAC (1mM). 
Le cellule così trattate sono state incubate a 37 °C over-night.    
3.3.3	  Test	  della	  protrombinasi	  
Il test della protrombinasi ci ha permesso di rilevare l’eventuale presenza di MP, sia nei BAL 
di pazienti affetti da interstiziopatie polmonari di varia gravità, che sul sovranatante delle 
cellule A549 trattate come precedentemente descritto, sfruttando l’attività procoagulante dei 
fosfolipidi che compongono le membrane delle MP per convertire la protrombina in trombina. 
3.3.4	  Preparazione	  del	  BAL	  da	  sottoporre	  al	  test	  
Il BAL, preso in sala broncoscopia, dopo essere stato filtrato attraverso l’utilizzo di un velo di 
garza per eliminare i detriti macroscopici, è stato sottoposto a due centrifughe per eliminare le 
cellule presenti, quali macrofagi, linfociti, granulociti neutrofili ed eosinofili, ed 
eventualmente piastrine. 
La prima centrifuga viene effettuata a 400xg per 10 minuti. Il sovranatante viene recuperato e 
sottoposto ad una seconda centrifuga a 13000xg per 15 minuti. Questa seconda 
centrifugazione serve ad eliminare eventuali piastrine presenti, mentre non e’ in grado di 
pelletare le MP che rimarranno in sospensione. Prima di sottoporre i campioni al test viene 
 27 
effettuata una diluizione per riuscire a quantificare le MP, che altrimenti, sarebbero risultate 
troppo concentrate. 
La diluizione dei campioni viene effettuata con il Samples Diluent (SD-MP), uno dei reagenti 
del kit.  
3.3.5	  Preparazione	  delle	  A549	  stimolate	  da	  sottoporre	  al	  test	  
Dopo aver trattato le cellule con i diversi stimoli è stato recuperare il sovranatante che è stato 
sottoposto a una centrifuga per 5 minuti a 13000xg. Tale centrifuga ha l’obiettivo di 
rimuovere eventuali cellule in soluzione. 
Il sovranatante così trattato viene sottoposto al test della protrombinasi. 
3.3.6	  Procedura	  del	  test	  
I campioni, siano essi BAL o le sovranatanti delle A549 trattate, vengono introdotti nei 
pozzetti, ricoperti con annexina, della piastra Elisa e poi incubati per 1ora a 37 °C. Il test 
sfrutta l’attività procoagulante dei fosfolipidi carichi negativamente che compongono le 
membrane delle MP, se esse sono presenti, durante il periodo di incubazione, si legano 
all’annexina V. Dopo l’incubazione vengono effettuati 5 lavaggi in successione dei pozzetti a 
temperatura ambiente con 300µL di Wash Solution diluita 1:10 in acqua distillata. 
Una volta effettuati i lavaggi vengono aggiunti nei pozzetti il reagente R1, contenente i fattori 
della coagulazione FXa-FVa che vanno a legarsi alle membrane cariche negativamente delle 
MP, e il reagente R2, contenente la protrombina. Dopo l’aggiunta di R1 e R2 si prosegue con 
un’incubazione della 
piastra per 10 minuti a 37°C. 
Quando nel campione da analizzare sono presenti le MP, i fattori FXa-FVa si legano e 
acquisiscono una conformazione ottimale che li rende in grado di convertire la protrombina in 
trombina. Il fattore limitante del test è la concentrazione di fosfolipidi. Vi è una diretta 
correlazione tra la concentrazione dei fosfolipidi e il quantitativo di trombina che si viene a 
generare. La conversione protrombina-trombina viene misurata attraverso l’aggiunta a 37°C 
di un substrato cromogeno (R3) specifico per la trombina. La colorazione viene lasciata 
sviluppare a 37 °C per 3 minuti. Lo sviluppo della colorazione viene arrestato con l’acido 
citrico al 2% e lasciato stabilizzare per 10 minuti a temperatura. La concentrazione delle MP 
nei vari campioni viene determinata mediante la lettura dell’assorbanza effettuata con uno 
spettrofotometro settato alla lunghezza d’onda di 405 nm in riferimento ad una curva di 
calibrazione costruita con quantità note di fosfatidilserina. Attraverso l’utilizzo della curva 
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standard è possibile convertire la lettura spettrofotometrica in  concentrazione nanomolare 
(nM) di PS. 
3.3.7	  Curva	  di	  calibrazione	  	  
Prima di effettuare il test della protrombinasi per i nostri campioni è stata fatta una curva di 
calibrazione costruita con un calibratore a quantità note di PS; da questa curva è stata ricavata 
l’equazione da cui, a partire dai valori dell’assorbanza, sono state ricavate le nM di PS 
presenti nel campione in esame.  
3.3.8	  Test	  della	  coagulazione	  	  
Il test della coagulazione ci ha permesso di rilevare l’eventuale presenza di TF sulla superficie 
delle MP, sia nelle MP presenti nei BAL di pazienti affetti da interstiziopatie polmonari di 
varia gravità, che nelle MP presenti nel sovranatante delle cellule A549 stimolate come 
descritto precedentemente. 
3.3.9	  Preparazione	  del	  BAL	  da	  sottoporre	  al	  test	  
Il BAL, preso in sala broncoscopia, dopo essere stato filtrato attraverso l’utilizzo di un velo di 
garza per eliminare i detriti macroscopici, è stato sottoposto a due centrifughe per eliminare le 
cellule presenti, quali macrofagi, linfociti, granulociti neutrofili ed eosinofili, ed 
eventualmente piastrine. 
La prima centrifuga viene effettuata a 400xg per 10 minuti. Il sovranatante viene recuperato e 
sottoposto ad una seconda centrifuga a 13000xg per 15 minuti; questa seconda 
centrifugazione serve ad eliminare eventuali piastrine presenti. Recuperato nuovamente il 
sovranatante verrà ultracentrifugato a 100000xg a 4 °C per la durata di ore 2; terminata 
l’ultracentrifuga si provvederà ad eliminare il sovranatante e a risospendere il pellet in 250 µl 
di tampone (fisiologica, sodio cloruro), il campione così ottenuto subirà 3 cicli di 
congelamento (a -80 °C) -scongelamento e sarà pronto per il test della coagulazione. 
3.3.10	  Preparazione	  delle	  A549	  stimolate	  da	  sottoporre	  al	  test	  	  
Le cellule A549 a seguito della stimolazione rimarranno, con i diversi trattamenti, per 20 ore 
in incubatore a 37 °C con il 95% di umidità e il 5% di anidride carbonica; trascorso tale tempo 
si provvederà a recuperare il sovranatante e a centrifugarlo per 15 minuti a 13000xg, tale 
centrifuga ha il compito di rimuovere materiale corpuscolato/cellule/detriti, qualora presenti, 
in soluzione . Recuperato il sovranatante verrà ultracentrifugato a 100000xg a  4 °C per 2 ore 
e successivamente eliminato il sovranatante e risospeso il pellet in fisiologica; il campione 
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così ottenuto subirà 3 cicli di congelamento (a -80 °C)-scongelamento al termine dei quali 
sarà pronto per essere analizzato con il test della coagulazione. 
3.3.11	  Procedura	  del	  test	  
Tanto per i BAL, quanto per le A549, i cicli di congelamento-scongelamento sono effettuati 
per rompere la membrana plasmatica delle MP e permettere la decriptazione del TF. La 
corretta esecuzione del test necessita di plasma MP free ottenuto da donatore sano e privo di 
MP, in quanto sottoposto ad ultracentrifugazione e decalcificazione perché trattato con 
NaHCO3. L’attività procoagulante dovuta al TF è stata misurata mescolando uguali quantità 
di campione, plasma MP free e CaCl2 (25µM), utilizzando un bagnetto termostatato a 
temperatura costante di 37 °C. E’ stato registrato il tempo necessario affinchè si formasse il 
coagulo. 
La formazione del coagulo in tempo brevi, è possibile in quanto  il campione qualora 
contenga MP fornirà il TF, che darà inizio alla cascata coagulativa; il plasma MP free, fornirà 
tutti i fattori della coagulazione,mentre il CaCl2 è necessario in quanto la cascata coagulativa 
avviene solo in presenza di ioni Ca2+. 
I tempi necessari alla formazione del coagulo verranno confrontati con una curva di 
calibrazione.  
3.3.12	  Curva	  di	  calibrazione	  	  
La curva di calibrazione è costruita utilizzando quantità note di una preparazione commerciale 
di TF. Ricavata l’equazione di tale curva è possibile per interpolazione sulla retta, a partire dai 
valori ottenuti per la formazione del coagulo, risalire alle UA (unità arbitrarie) di TF presenti 
nel campione. 
3.3.13	  Estrazione	  di	  RNA	  
L’RNA è stato estratto dalle cellule A549 non trattate e trattate con H202 (100 µM) utilizzando 
il kit RNeasy Mini Kit. La procedura prevedeva il lavaggio delle cellule aderenti seguito dalla 
lisi delle stesse mediante un opportuno tampone di lisi allo scopo di liberare il materiale 
nucleare. Il lisato cellulare derivante è stato sottoposto a omogeneizzazione mediante il 
passaggio ripetuto dello stesso attraverso l’ago di una siringa di 20G. A questo punto 
l’omogenato è stato applicato su specifiche colonnine dotate di un filtro di silice-gel e 
centrifugato. Dopo la centrifugazione, solo l’ RNA è stato eluito, il resto è stato trattenuto dal 
filtro. A questo punto la soluzione eluita è stata trasferita in un’altra colonnina dotata di filtro 
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che avrebbe trattenuto solo l’RNA. Successivamente sono stati effettuati una serie di lavaggi 
allo scopo di eliminare contaminanti residui. L’eluizione finale dell’RNA totale dal filtro, 
prevedeva l’aggiunta di acqua rigorosamente priva di RNasi. La concentrazione dell’RNA 
estratto è stata determinata mediante la misura dell’assorbanza alla lunghezza d’onda di 260 
nm, mentre la purezza è stata calcolata dal rapporto tra le assorbanze a 260 nm e 280 nm. 
L’RNA è stato considerato puro per valori compresi tra 1,8 e 2. A questo punto l’RNA è stato 
conservato a -80°C fino al momento dell’uso. 
3.3.14	  Retrotrascrizione	  	  
La retrotrascrizione dell’ RNA a cDNA è stata eseguita utilizzando il kit commerciale “Iscript 
cDNA synthesis kit”. 
L’ RNA (1000 ng) sono stati aggiunti ad una miscela di reazione contenente deossinucleotidi 
(dNTP), l’enzima trascrittasi inversa con un buffer specifico ed Oligo-dT primers. La reazione 
di retrotrascrizione è stata fatta avvenire alle seguenti condizioni: 5 minuti a 25 °C, 30 minuti 
a 42 °C, 5 minuti a 85 °C, in un ciclatore termico (MWG-Biotech). 
3.3.15	  Real-­‐Time	  PCR	   	  
La PCR Real Time, denominata anche PCR quantitativa, è un metodo di amplificazione e 
quantificazione simultanee del DNA. 
Il DNA è amplificato da reazioni a catena della DNA polimerasi. Dopo ogni turno di 
amplificazione, il DNA è quantificato. I metodi comuni di quantificazione includono l’uso 
delle colorazioni fluorescenti che intercalano con il DNA doppio filamento (ds) e gli 
oligonucelotidi modificati del DNA (denominati sonde) che sono fluorescenti una volta 
ibridati con il DNA.  







5’ Forward primer 









Si prepara una mix (come indicata nella Tab.1 ) per ogni gene da amplificare. 
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Le condizione della PCR Real Time per l’amplificazione di TF e dei geni housekeeping da 
noi utilizzate sono state: 
 
95.0°C per 3:00 
95.0°C per 0:05           
58.0°C per 0:20 
 
Curva di Melting da 60°C a 95°C con incrementi di 0.5°C per 0:01 
3.3.16	  Presentazione	  dei	  dati	  ed	  Analisi	  Statistica	  
Per quanto riguarda gli esperimenti in vitro i risultati sono stati presentati come media ± SEM, 
mentre per il modello ex-vivo è stata presentata la mediana dei valori. L’analisi statistica per 
le differenze tra le medie è stata condotta mediante il metodo dell’analisi della varianza 
(ANOVA) e t-student. 
Valori di p inferiori a 0,05 sonno stati considerati statisticamente significativi. 
  
Ripetuti per 41 cicli 
 32 
CAPITOLO	  4:	  RISULTATI	  
4.1	  Pazienti	  con	  PF	  presentano	  un	  aumento	  dell’	  attività	  
del	  TF	  MP-­‐associata	  
La concentrazione delle MP totali è stata misurata in pazienti PF e non-PF. Come mostrato in 
figura 1, vi è un aumento del numero di MP in pazienti PF (Fig. 6A). Un confronto tra i due 
gruppi di pazienti mostra anche un aumento statisticamente significativo dell'attività del TF 
MP-associata in pazienti  con PF (Fig. 6B).  
 
Fig. 6: Contenuto totale di MP e attività del TF MP-associata in pazienti con PF e controlli. A) 
Concentrazione totale delle MP, espressa in nM di PS, nei BAL di pazienti con PF e in soggetti di 
controllo con altri patologie. Le barre rappresentano i valori mediani; * p, 0.05 (Mann-Whitney test) 
B) Attività del TF MP-associata nei BAL di pazienti con PF e in soggetti di controllo con altre 
patologie. Le barre rappresentano valori mediani; * p, 0.05 (Mann-Whitney test). 
Abbiamo anche confrontato sia le MP totali che l’attività del TF MP-associata tra i due diversi 
gruppi di PF, IPF e non IPF. Nonostante la piccola dimensione del campione, vi è una 
differenza statisticamente significativa dell'attività del TF MP-associata tra i due gruppi di 
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pazienti. Non è stato osservata nessuna differenza tra i due gruppi per la concentrazione totale 
di  MP (Fig. 7). 
 
Fig.7: Contenuto totale di MP e attività del TF MP-associata in pazienti IPF e non IPF. A) 
Concentrazione totale delle MP, espresso in nM PS, nei BAL di pazienti con non-IPF e IPF secondo 
modelli CT. Le barre rappresentano valori mediani; ns: non significativo (Mann-Whitney test) B) 
Attività del TF MP-associata nei BAL dei pazienti con non-IPF e IPF secondo modelli CT. Le barre 
rappresentano valori mediani; * p, 0.05 (Mann-Whitney test). 
4.2	   L’attività	   del	   TF	   MP-­‐associata,	   ma	   non	   la	  
concentrazione	   totale	   delle	  MP,	   correla	   con	   il	   grado	  di	  
compromissione	  funzionale	  
Per valutare ulteriormente il potenziale ruolo delle MP e dell’attività del TF ad esse associata 
in pazienti con PF, abbiamo studiato la loro correlazione con valori funzionali. I risultati 
ottenuti mostrano che non c'è alcuna correlazione tra la concentrazione totale di MP e la 
capacità vitale forzata (FVC) (% del predetto) e la capacità di diffusione del CO (DLCO) (% 
del predetto) (Fig. 8A,B).  
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Fig. 8: Correlazione tra il contenuto di MP totali e i parametri di funzionalità polmonare nei pazienti 
PF. A) Correlazione tra la concentrazione totale di MP e l’FVC (espresso in % del predetto) in 
pazienti con PF (regressione lineare, r2=0.00, non significativo). B) Correlazione tra la 
concentrazione totale di MP e la DLCO (espressa in % del predetto) in pazienti con PF (regressione 
lineare, r2=0,06, non significativo). Cerchi pieni: IPF; cerchi aperti: non-IPF. 
Al contrario, l’attività del TF MP-associata mostra una correlazione statisticamente 
significativa con la riduzione di entrambi  (Fig. 9A,B). 
 
Fig. 9: Correlazione tra attività del TF MP-associata e parametri di funzionalità polmonare nei 
pazienti PF. A) Correlazione tra attività del TF MP-associata e FVC (espressa in % del predetto) in 
pazienti con PF (regressione lineare, r2=0,31, p=0,0137). B) Correlazione tra attività del TF MP-
associata e DLCO (espressa in % del predetto) in pazienti con PF (regressione lineare, r2=0,27, 
p=0,0217). Cerchi pieni: IPF; cerchi aperti: non-IPF. 
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4.3	  Lo	  stress	  ossidativo	  induce	  il	  rilascio	  di	  MP	  da	  parte	  
di	  cellule	  A549	  
Per cominciare a studiare i potenziali meccanismi di generazione delle MP procoagulanti nel 
contesto della fibrosi polmonare, abbiamo utilizzato uno stimolo classicamente associato a 
questa malattia, e cioè lo stress ossidativo. La figura 10A (Fig. 10A) mostra che l’ H2O2 causa 
un aumento significativo della generazione di MP in cellule A549. La pre-incubazione con 
l'antiossidante NAC abolisce tale efetto. L'incubazione delle cellule A549 con la sola NAC 
non influenza la generazione di MP (non mostrato). Abbiamo poi studiato se le MP rilasciate 
dalle cellule A549 dopo stimolazione con H2O2 esponessero TF funzionalmente attivo. Come 
mostrato in figura 10B (Fig 10B), l’H2O2 induce un aumento statisticamente significativo 
dell’attivitá del TF associata alle MP. É stato utilizzato un anticorpo monoclonale anti-TF, il 
quale ha inibito la maggior parte dell'attività procoagulante confermando la specificitá del test 
(non mostrato). Il pretrattamento delle A549 con la NAC riduce significativamente la quantità 
dell’attività del TF MP-associata. 
 
Fig. 10: Concentrazione totale delle MP e attività del TF MP-associata nel mezzo condizionato delle 
cellule alveolari bronchiali A549 esposte a H2O2. A) Le cellule A549 sono state incubate in assenza o 
in presenza di H2O2 (100 mM) con o senza preincubazione (30 min) di NAC (1 mM) per 20 ore nel 
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mezzo privo di siero. La concentrazione totale delle MP è stata valutata nel mezzo condizionato come 
concentrazione nM di PS. I dati ottenuti sono la media±SEM di 6 esperimenti consecutivi 
indipendenti; *p<0.05 (ANOVA con correzione di Tukey). B) Le cellule A549 sono state trattate come 
descritto sopra. Il terreno condizionato è stato ultracentrifugato e il pellet contenente le MP risospeso 
e testato per l'attività del TF con un saggio di coagulazione. I dati ottenuti sono la media±SEM di 6 
esperimenti consecutivi indipendenti; *p<0.05 (ANOVA con correzione di Tukey). 
4.4	   Lo	   stress	   ossidativo	   non	   modula	   la	   sintesi	   di	   TF-­‐
mRNA	  in	  cellule	  A549	  
Poiché un aumento dell'attività del TF MP-associata può derivare sia da un aumento del 
numero di MP, ognuna esprimenti quantità simili di TF, sia da un aumento della sintesi di TF 
della cellula da dove originano le MP, abbiamo studiato il ruolo dell’H2O2 nel modulare 
l'espressione dell’mRNA del TF. Come mostrato in figura 11 (Fig. 11), l’incubazione di 
cellule A549 con l’H2O2 non causa un aumento dell’mRNA del TF. 
 
Fig. 11: L’H2O2 non modula la sintesi dell’mRNA del TF in cellule A549. Le cellule A549 sono state 
trattate come descritto prima. L’mRNA totale è stato estratto ai tempi di 2,4 e 20h e  l’mRNA del TF 
analizzato mediante rela-time PCR. I dati ottenuti sono la media±SEM di 3 esperimenti consecutivi 
indipendenti e rappresentano l’incremento rispetto all’mRNA rilevato in cellule non stimolate ai vari 
tempi. 
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CAPITOLO	  5:	  DISCUSSIONE	  
Originariamente considerate artefatti di laboratorio o detriti cellulari privi di significato 
fisiologico, le MP sono ormai riconosciute come  elementi funzionalmente attivi in diversi 
processi fisiologici e in condizioni fisiopatologiche. Un ruolo per le MP è stato dimostrato, 
per esempio, nell’infiammazione (Cerri, Chimentiet al. 2006), compresa l’infiammazione 
polmonare (Porro, Lepore et al. 2010).   È ben caratterizzato anche il loro ruolo nella 
coagulazione del sangue, dato che i fosfolipidi carichi negativamente, necessari per 
l'assemblaggio dei complessi multimolecolari denominati tenasi e protrombinasi, responsabili  
dell'attivazione del FX e della protrombina, possono essere forniti dalle MP, che 
rappresentano una superficie ideale per queste reazioni dal momento che presentano PS sul 
lato esterno della loro membrana. Inoltre, alcune MP esprimono TF sulla loro superficie, ció 
aumenta il loro potenziale procoagulante (Owens and Mackman 2011). Di conseguenza, le 
MP sono aumentate in varie malattie caratterizzate da anomalie nella coagulazione (Jung, 
Sorensson et al. (2011).  
Sulla base delle considerazioni fatte sopra, e visto il ruolo emergente dell'attivazione della 
coagulazione del sangue nella PF, abbiamo studiato il potenziale ruolo delle MP pro-
coagulanti contenenti TF nella patogenesi della malattia. Abbiamo misurato la concentrazione 
delle MP totali e l’attivitá del TF ad esse associata nei BAL di pazienti con PF e di pazienti 
sottoposti a broncoscopia per altre malattie. Il valore di MP totali (espresso come 
concentrazione di PS) é significativamente aumentato in pazienti con PF; tuttavia, la 
differenza tra i pazienti IPF e non-IPF è più evidente quando si valuta l’attività del TF MP-
associata, piuttosto che le MP totali. Quando i pazienti PF sono stati divisi in IPF e non IPF, 
sulla base di CT con presenza di caratteristiche di UIP (Raghu, Collard et al. 2011), non 
abbiamo osservato alcuna differenza nel contenuto totale delle MP; al  contrario, l'attività del 
TF MP-associata era significativamente più alta nei pazienti con IPF. Infine, l'osservazione 
che l’attività del TF MP-associata correli con il danno funzionale presta ulteriore sostegno ad 
un ruolo delle MP contenenti TF nello sviluppo della PF.  
La generazione delle MP è un fenomeno regolato, e l'esposizione delle cellule a diversi 
stimoli induce il rilascio di MP che avranno una diversa composizione di membrana 
(Bernimoulin, Waters et al. 2009). La nostra osservazione che il numero di MP totali sia 
meno legato alla natura e alla gravità della PF rispetto all’attività del TF MP associata è 
coerente con l'ipotesi che stimoli che portando ad una risposta fibrotica possano 
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specificatamente indurre la generazione di  MP contenenti TF. Lo stress ossidativo è ormai 
riconosciuto contribuire alla progressione della PF. Infatti, ad alte dosi la NAC sembra 
preservare la capacità vitale e la DLCO nei pazienti con FP (Demedts, Behr et al. 2005). 
L’osservazione che l’H2O2 iduca la generazione di MP procoagulanti da parte di cellule di 
origine alveolare bronchiali è quantomeno coerente con un potenziale ruolo di questi 
vescicole nella patogenesi della PF. I nostri dati non escludono che altri tipi di cellule (ad 
esempio fibroblasti) possano essere una fonte di MP contenenti TF.  
La PF è una malattia complessa la cui patogenesi è di difficile comprensione. Sta emergendo 
chiaramente un ruolo dell'attivazione della coagulazione del sangue e delle vie di segnale 
mediate da PAR-1 attivato da FXa (Jose, Williams et al. 2014); i nostri dati si aggiungono al 
modello proposto di recente che descrive il contributo del FX sintetizzato localmente 
all’insorgenza della fibrosi polmonare (Scotton, Krupiczojc et al. 2009) dimostrando che 
l'attività del TF MP-associata è aumentata in pazienti con PF ed è correlata alla gravità della 
malattia. Pertanto, il modello può essere ampliato in modo da prevedere che le cellule 
polmonari esposte a stimoli fibrogenici (ad esempio lo stress ossidativo) generino MP 
contenenti TF, che può quindi legarsi al FX generato localmente, e al FVIIa, portando così 
all'attivazione del FX. È proprio il FXa, a seguito del legame con i recettori PAR1 dei 
fibroblasti, a determinare l’attivazione di TGF-β, snodo centrale per mediare la conversione 
dei fibroblasti in miofibroblasti; l’aumentata deposizione di collagene è mediata appunto dai 
miofibroblasti attivati. È quindi plausibile pensare che nei pazienti affetti da PF ci sia un 
aumentato livello di MP, visto il ruolo che potrebbero avere nell’attivazione della cascata che 
come evento finale ha la deposizione di collagene, e che tale misura in futuro potrebbe  
rappresentare un nuovo marker diagnostico e prognostico per tale malattia. 
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CAPITOLO	  6:	  CONCLUSIONI	  
Per quanto riguarda gli esperimenti ex-vivo è possibile trarre le seguenti conclusioni:  
 
ü Le concentrazioni di MP nel BAL sono aumentate nei pazienti affetti da fibrosi 
polmonare rispetto ai ai pazienti con altre patologie  
ü I BAL dei pazienti con fibrosi polmonare presentano livelli significativamente 
aumentati dell’attività del TF associata alle MP rispetto ai BAL dei pazienti con altre 
patologie.  
ü È presente una correlazione tra entità della compromissione funzionale e 
concentrazione di MP  
ü Nei BAL dei pazienti con fibrosi polmonare esiste una correlazione tra i livelli 
dell’attività del TF associata alle MP e il grado di compromissione polmonare. 
ü È ipotizzabile quindi un ruolo delle MP nella patogenesi delle PF come illustrato 
nella figura seguente (Fig. 12). 
 




A seguito degli esperimenti in-vitro è possibile trarre le seguenti conclusioni:  
 
ü Le A549 sottoposte a stress ossidativo evidenziano un aumento significativo di MP 
(misurate come PS) e dell’attività del TF associata alle MP (misurato come attività 
procoagulante presente nel pellet dopo ultracentrifugazione); tali effetti sono inibiti 
dalla NAC. 
ü Nelle A549 i livelli trascrizionali di mRNA del TF non sono modulati dal 
trattamento con stress ossidativo. 
ü L’aumentato livello dell’attività del TF associata alle MP non è quindi determinato 
da un aumento della trascrizione genica, ma probabilmente da un aumento del 





ü Le MP sono state proposte come biomarcatori in diverse condizioni patologiche 
cardiovascolari incluse alcune cardiopatie e l’ipertensione polmonare. Risultati più 
recenti suggeriscono un uso di queste strutture come marcatori anche di malattie 
dell’apparato respiratorio. I nostri dati pongono le basi per un uso delle MP come 
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